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(57) Abstract 

The invention concerns a process for the photochemically induced immobilization of biomolecules (protein molecules, nuc- 
Idc acids, lipids, carbohydrates). The process makes it possible to immobilize biomolecules by covalent bonding in molecular lay- 
ers on "inert" substrates. The bonding reaction is activated by light irradiation in the absorption region of photo-activatable rea- 
gents or by supplying the appropriate amount of electrical energy and therefore is not aggressive. Substrates (eg. glass, organic or 
inorganic plastics, silicon films, mica) are pre-treated by prior art methods in such a way that they can be derived with hetero-bi- 
functional photo-activatable wetting-agent molecules. Multiple-derived polymers can also be used as linker molecules to simul- 
taneously bond ligand and substrate. Diazirines or aryl azides, for instance, can be used as the photo-activatable function. The 
chemical properties of the non-photo-active heterofunctions depend on the functional groups with which the substrate or linker 
molecules were previously derived (e.g. amino, carboxyl, thio groups). Coating the substrate with a hetero-bifunctional wetting- 
agent molecule gives a substrate with a photo-active surface coating. Owing to the high reactivity of the photo-generated interme- 
diate products (carbenes, nitrenes), biomolecules of different chemical composition are covalentiy bound by light activation of the 
substrate, without the need for limiting reaction conditions. Length of irradiation tune and intenaty and wavelength of the ligjht 
used (i,e. the energy used), as well as the frequency of occurrence of the photo-activatable groups on the substrate (packing densi- 
ty) determine the bonding efficient^ and the size of the area occupied. 



(57) Zusaromeufassimg Die Erfindimg betrifft ein Verfahren zur photochemisch induzierten Immobilisiening von Biomole- 
kaien (EiwcissraoIekQlen, NukleinsSuren, lipiden, Kohlehydraten). Das Verfahren ennGglicht die kovalente Inunobilisiening 
von Biomolekulen in molekuiaren Schichten an "inerte" Tragermaterialien. Die Kopplungsreaktion wird durch Lichteinstrahlung 
im Absorptionsbcrcich der photoaktivierbaren Reagentien oder durch AppUkation der entsprechenden eldctrischen Energie ans- 
gel5st und ist deshalb sehr schonend. Tragermaterialien (z.B. Glas, organische oder anorganische Kunststoffe, Sillziumsdiichten, 
Glimmer) werden nach bekannten Verfahren derart vorbehandelt, dass sie mit heterobifunktionellen, photoaktivierbaren Vwntt- 
zermoiekQIen deriviert werden konnen. Ebenso konnen mehrfach-derivierte Polymerc als Linkcrmolckulc zur gieichzdtigai 
Kupplung von Ligand und Tragermaterial eingesetzt werden. Als photoaktivierbare Funktion werden beispielsweise Diazirine 
Oder Arylazide verwendet Die chemischen Eigenschaften der nicht photoaktiven Heterofunktionen richtoi sich nach den funk- 
tionellen Gruppen, mit dcnen dasTragermaterial oder das Linkermolekiil vorgSngig deriviert wird (z.B. Amino*, Carbox^^ 
Ihiolfunktion). Durch Belegung des TrSgers mit einem heterobifunktionellen Vemetzermolekai i^ltiert ein Trftgermaterial mit 
photoaktiver Obcrflachenbcschichtung. Aufgrund der hohen Reaktivitat der photogenerierten Intennaediarprodukte (Carbcne, 
Nitrene) werden Biomolekule mit unterschiedlicher chemischer Zusammcnsetzung ohne Vorgabe einschrankender Reaktionsbe- 
dingungen durch Lichtaktivierung des Tragers kovalent gebunden. Dauer und Abmessung des eingestrahlten lidites (Enetgie), 
aber auch die Haufigkeit der photoaktivierbaren Gruppen auf dam Tragermaterial (Belegungsdiditc), bcstinunen die Kupplungs- 
effizienz und die Grosse des zu beiegenden Bereiches. 
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BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG 

Verfabren zur licbtinduzierten Immobilisierung von BiomolekQlen an chemiscb **inerten** 

Oberflftcben 

Die Erfindung betrlfft eln Verfabren zur licbtinduzierten ImmobiUsierung von BiomolekQlen 
in monomolekularen Schicbten unter Verwendung von pbotoaktivierbaren Arylaziden oder 
Diazu-inen als molekulare Klebstoffe. 

Atisgeldst durcb die schnelle Entwicklung und Miniaturisierung von bioanalytiscben Methoden 
einerseits, und den Fortschritten der Biosensortecbnik andererseits bestebt ein reges Inte- 
resse» die Wecbseiwirkung zwiscben BiomolekQlen und Oberfldcben organiscb-synthetiscber 
Oder anorganiscber Natur besser zu versteben. Gleichwertig in der Bedeutung ist die 
Entwicklung von Metboden zur wirksamen, chemiscb stabilen Kopplung von BiomolekOlen an 
Trdgermaterialien, wobei erstere weder cbemiscb vorbebandelt nocb extremen 
(Kopplungs)Reaktionsbedingungen ausgesetzt werden mtlssen. Anabrtiscb/diagnostische Verfab- 
ren und die Herstellung von oberflacben-aktiven Biosensoren erfordem eine geeignete Ver- 
ankerung der Wirkstoffe in monomolekularen Scblchten. Weil die Oberflftcben vieler, zu die- 
sem Zweck bisber eingesetzten Trftgermaterialien keine oder wenig geeignete chemiscb 
reaktive Funktionen besitzen, wurden BiomolekOle bisber meist oberflftcbendeckend mittels 
gruppenspezifiscben Modifikationsreaktionen an vorbebandelte Trftgermaterialien gebunden. 
Cbemiscbe bnmobilisieningen dieser Art sind grundsfttzlicb mOglicb. Das Verfabren setzt Je- 
docb das Vorbandensein von funktionellen Ouppen voraus, die sicb gezielt aktivieren lassen. 
Zudem kann die monomolekulare Belegung von Oberfl&cben mit bisber verwendetexi Verfab- 
ren lediglicb oberflftcbendeckend durcbgefObrt werden (bulk^-Verfataren). 

Es 1st das Ziel der Erfindung makromolekulare Stoffe, insbesondere Biomolekiile, regiospezi- 
fisch und topologiscb orientiert an chemiscb "inerte** Oberflftcben zu binden. Es sollen 
Metboden aufgezeigt werden, die erlauben, monomolekulare Schicbten von biologisch aktiven 
Wirkstoffen (EiweissmolekQle, NukieinsftureUi Koblehydrate, Lipide, niedermolekulare Wirk- 
stoffe) uber geeignete Vernetzer an festen Pbasen (Trftgermaterial) von unterschiedlicber 
cbemiscber Natur zu inunobilisieren. Zur kovalenten Immobilisierung sollen pbotoaktivierbare 
VemetzermolekQle eingesetzt werden. Pbotoaktivierbare Reagentien sind den tbermo-cbemi- 
schen Vemetzungsreakti nen tiberlegen, well die Reaktion pbot -optiscb oder durcb gezielte 
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ApplUcation elekcrischer Energie bezQglich Qrt und Abmessung selekcioniert und die 
Kopplungsreakcion zeitlich kontralliert ausgeldst werden kamu 

In der vorliegenden Arb^t werden zwei Verfahren beschrieben. deren Anwendung die plioto- 
chemische Inunobilisierung von BiomolekQien an **inerten** Tr&gern zur Folge hat« Die kova- 
Imte Bindung der BiomoIekOle an den Trftger erfolgt tiber photogenexierte Carbene oder 
Nitxene. Carbene, ebenso wie Nitrene sind chemisch Ausserst reaktive Zwischenprodukte. Sie 
sind geeignet, BiomolekQie durch Insertionsreaktionen in 04i, C-C, OC, N-H, O-H, S-H 
Bindungen kovalent zu binden. Das resultierende breitgefficherte Reaktionsspektrum der 
photogenerierten Carbene und Nitrene Qbertrifft deshalb die thenncM±emischen Modifi- 
kationsreaktionen bezflglich den erforderten Reaktionsbedingungen. Durch Einsatz von 
LaserUchtquellen oder durch Applikation der, zur Aktivierung der reaktiven Funktionen er- 
forderlichen Energie, kdnnen kleinste Oberflficben selektiv aktiviert und mit Biomolekfllen 
xnonomolekular belegt werden. 

Die photochemisch induzierte Inunobilisierung von BiomolekQien kann, unter Verwendung 
eines mehrfach derivierten LinkermolekGls in einem einzigen Reaktionsschritt erfolgen. 
Anderseits kann ein zweistufiges Verfahren durchgefOhrt werden. Letzteres setzt die kova- 
lente chemiscbe Kopplung eines (niederxnolekularen) VemetzermolekQls an den Trfiger 
voraus. 

Das erstgenannte, einstufige Kopplungsverfaliren besteht aus den folgenden Teilschritten* 

L Ein Linkermolekul (z.B. ein synthetisches oder natOrliches Polymer) wird mit heterobi- 
funktionellen, photoaktivierbaren Vemetzermolektilen (z.B. 3-(Trifluoromethyl)-3-(m- 
isothiocyanophenyDdiazirin oder S^-CTrifluoromethyD-S-im-aminophenyl) diazirin) mehr- 
fach deriviert (= PbotoUnkerpolymer). 

2. Das PbotoUnkerpolymer wird auf die "inerte** Oberfl&cbe aufgetrocknet. 

3. Zu immobilisierende BiomoldcOle werden gei6st auf die photolinker-belegten Oberfl&che 
aufgetragen. Das LOsungsmittel wird partiell oder gftnzlich entfemt. 



1 
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4. Durcb Einstrablen von Licht mit geeigneter Wellenlfinge (Diazirine: 350 mn) werden 
die photoaktivierbaren funktionellen Gnippen aktiviert und die Kopplungsreaktion aus- 
gelOsc 

5. Nach erfolgter Photolcopplung werden nicht-gebundene BiomolekQle durch mehrmaliges 
Waschen der Oberfldche (z.B. durch Filtration) entfemt. Mit dlesem Schritt kOnnen 
gleicbzeitig Begleitsubstanzen (Pufferkomponenten^ Saize, Detergentien) ausgetauscht 
Oder aus dem System entfemt werden 

Fur das zweistufige Immobilisieningsverfahren sind die folgenden Teilschritte notwendig: 

1. Das Tragermaterial (z.B. Gias^ poiymere Werkstoffe, Siliziumoxidy Gliniiner) wird nach 
bekannten Verfahren mit funktionellen Gruppen belegt (z.B. Einffibrung von primdren 
Oder sekunddren Aminen, CarboiQrlgnippen, Thiolfunktionen). 

2. Derart modifiziertes Tk-dgermaterial wlrd mit heterobifunktionellen photoaktivierbaren 
VemetzermolekQlen (z.B. p-Azidophenyl-isothioqranat, 3-(trlfluoromethyl)-3-(m- 
isothiocyanopfaenyDdiazirinei p-Azidoanilin, 3-(trIfluoxiometbyl)-3-(m-aniino- 
phenyDdiazirine oder N-(4«Azidopbenylthio)-pbtbaUmid) deriviert und zum photoaktivier- 
baren Trftger umgesetzc 

3. Zur Immobilisierung werden die BiomolekQle durch Eintauchen in Ldsungen, durch Auf- 
tropfen (Adsorption) Oder mittels elektrophoretischen Methoden (Elektroblotting) mit 
dem photoaktivierbaren Trfigermaterial in Kontakt gebracht. 

4. Durch Einstrablen von Licht definierter Wellenlfinge oder ^plikation der entsprechen- 
den Energie (Aryiazide 260 nm; Diazirine 350 nm) werden die Tr&ger unter Inertgas 
aktiviert. Damit wird die Kupplungsreaktion ausgel6st« 

5. Nach erfolgter Kupplung werden nicbt-gebundene Biomolekfile durcb mehrmaliges 
Waschen des Trdgers oder durch Filtration entfemt* Bel diesra Schritt kOnnen gleicb- 
zeitig Begleitsubstanzen (Pufferkomponenten, Salze, Detergentien) ausgetauscht oder 
entfemt werden. 
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6. Damit sind die mit BiomolekOlen belegten Trftger zur Anwendung bereit. Falls das 
Trigermaterial dtxrch regioselektive Aktivienmg der Oberflftche regiospezifisch mit 
mebreren BiomolekOlen (z.B. Rez^toren, Enzymen, Immunoreagenzien) belegt werden 
soli, kdnnen die Schritte 3 bis 6 mehrfach wiederfaolt werden* Anwendungsmdglichkei- 
ten sind in den PacentansprQchen 2 bis 6 umschrieben. 

Beispiel einer Anwendung des Einschritt-Kopplungsverfabrens 

In Analogie zu bestehenden immunologischen Verf ahren kOnnen Proteine (Str^tavidin, 
Immunoglobuline) und erstmals auch Nukleinsfturen in einem erstaunlich einfachen Prozess 
kovalent auf Mikrotiterplatten inmiobilisiert werden. Das Vorgehen (PbotoUnk) verlangt 
keine spezieUe Vorbebandlmig des zu bindenden BiomolekQls und handelsabliche Trftger- 
materialien (z«B. Nunc bnmunoplate Maxisorp) kdnnen ohne Vorbehandlung verwendet wer* 
den« Mikrotiterplatten werden mit einem Polymer (Polypeptid) belegt, welches vorgftngig 
mehrfach mit photoaktivierbaren funktionellen Gruppen bestdckt wurde (Photolinkerpeptid}. 
Die Immobilisation erfolgt nach Belichtung durch Carbeninsertion. Die am TragermolekQl 
angebrachten photoaktiven funktionellen Gruppen (z.B. Diazirine) reagieren gleichzeitig mit 
dem zu bindenden Molekul (z.B. Protein, DNS, Immunoglobulin) und mit der zu belegenden 
Oberfiache (z.B. Polystyrol). 



Herstellung des Photolinkerpeptides 

Rinderserumalbumin (80 mg) wird in 14 ml TEA/HAc-Puffer, pH 10.5 (100 ml H2O, 100 ml 
Aceton, 1 ml Triethylamin, 1 ml Essigsfture (2 M)) suspendiert und im Ultraschallbad 
beschallt bis die Ldsung klar ist. Zu 24 ul 3-(Trifluorometfayl)-3-(m-aminophenyl)diazirin 
(TRIMID, hergestellt nach Dolder et al. (1990) J. Prot. Chem. 9, 407-415) in Tetrachlor- 
kohlenstoff werden 6 ml Aceton gegeben. ProteinlOsung und Reagens werden in einem 100 
ml Rundkolben gemischt und wfthrend einer Stunde bei 70^C rQcicflussiert« Die Reaktionsld- 
sung wird anschllessend dreimal mit je 30 ml Heptan/Essigsdureethylester (6:3 v/v) extra- 
hiert und die organische Phase verworfen. Die Wasserphase wird Ober Nacht lyophilisiert. 
Das trockene Produkt wird in 6 ml 0.4% (w/v) Natrium Dodecylsulfat in PBS (150 mM 
NaCl, 5 mM Natrium Phosphat pH 7,4) suspendiert und beschallt bis di L6sung klar ist. 
Zur weiteren Reinigung wird das Produkt an Sephadex G-15 medium in PBS 
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chromatognq)hiert und di verelaigten proteinhaltigen Fraktionen 48 Stunden gegen 
bidest dialysieit (Spectrapor cut off 6000-8000). Nacb Lyophilisation wird das Produkt bei 
aufbewahrt. 

Belegen der **inertea** Oberflficbe 

Die Reaktionsgefdsse der Titerplatten (Nunc-bmnuno Module, Polysorp F8) werden mit Je 
40 Photolinkerpeptid in H2O (entsprechend 1 nMol TRIMID-deriviertem Rindersennnalbu- 
min) versetzc. Der Boden des ReaktionsgefAsses soil gleidimftssig benetzt sein. Die Reak- 
tionsgefftsse werden anschiiessend am Wasserstrahlvakuum wdhrend einer Stunde bei 
Raumtemperatur getxocknet. Derart belegte Titerplatten kdnnen licbtdicbt verpackt bei 
-20^C xnindestens 3 Monate aufbewahrt werden. 

Applikation der BiomolekOle und lichtinduzierte bnmobilisierung 

Die zur Immobilisierung eingesetzten Biomolekule (Liganden) werden in einem beliebigen 
Puffers3rstem geldst (z.B. 1 mg Streptavidin in 2 ml PBS) und bis zur gewunschten Endkon- 
zentration (z.B. 10 bis 1000 pMol Streptavidin pro 30 uD verdtinnt. Die mit Photlinkerpeptid 
belegten Reaktionsgefasse werden mit 30 //I Ligandldsung versetzt und zwei Stunden bei 
Raumtemperatur am Wasserstrahlvakuum getrocknet. Zur Photoaktivierung werden die Reak- 
tionsgefiisse 5-30 Minuten der Strahlung von UV Lichtquellen (z«B. parallel angeordnete 
UV (366 nm) ROhren, Silvania F8T5/BLB USA, 8 Watt oder Quecksilberdaxxq»flampe HBO 
350, Osram mit der auf Seite 11 beschriebenen Filterkombination) ausgesetzt, und anschiies- 
send Je 5 mal mit PBS, 5 mal mit H2O und zweimal mit Alkohol gewaschen. 

Quantitativer Nachweis der bnmobilisierung 

Die Immobilisierung von Streptavidin wird durch Zugabe von radioaktiv markiertem I^^C]- 
Biotin quantifiziert. Nach besciiriebenem Verfahren immobilisierte Immunoglobuline kdnnen 
mit einem zweiten Antikdrper komplexiert werden, weicher alkalische Phosphatase kovalent 
gebunden trdgt und somit das Substrat p-Nitrophenylphosphat umsetzen kann. Freigesetztes 
p-Nitrophenol wird durch Absorptionsmessung (405 nm) in kommerziell erhdltlichen ELISA- 
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Reader Ger&ten quantitativ bestimmt. In analogem Vorgeben kann Digoxigenin markierte 
DMS gekoppelt und fiber anti-Dlgoxlgenin AntikOxper und alkalische Phosphatase nachgewie- 
sen werden. 

Die kovaiente bnxnobilisierung von BiomolekQlen verschiedener Klassen illustriert das breite 
Anwendungsspektnnn und grosse Anwendungspotential des weitgehend standanlisierten Ver- 
fahrens. Die Ausbeuten an gebundenen MoIekQlen sind gut. Das Verfahren Usst aicb unein- 
gescbrdnkt in bestehende Analyseprozesse (z.B. EUSA) integrteren. Die Nachweisempfind- 
lichkelt liegt Im Bereich analoger Methoden, welche auf thenno-ehemischer bmnobilisierung 
beruhen (z.B. Ausbildung einer Amidbindungi Boriqrdrid Reduktion)* Nebst der Unabhdngigkeit 
von funktionellen Gruppen am Liganden und der Unabbftngigkeit von einschrfinkenden Reak- 
tionsbedingungen, sind die Mehrfachverwendung antigen-belegter Mikrotiterplatten und die 
einfach durchfiihrbare Kopplung von Proteinen und Nukleinsauren von anatytiscber und 
verf ahrenstechnischer Bedeutung. 

Das Verfaiiren stellt erstmals eine anwendbare, erprobte Methode zur Immobilisienmg von 
BiomolekOten dar, die bis zur Marktreife entwlckelt werden konnte. Ein bedeutender Vorteil 
des bescbriebenen Vorgehens ist die Tatsache, dass Diazirine bei fensterglas-gefiltertem 
TagesUcht gehandhabt werden kdnnen. Ibre Aktivierung erfolgt bei 350 nm mit kommerziell 
erhUtlichen Beleucbtungsgerfitea 

Beispiel einer Anwendung der Zwei-Schritt Inunobilisierung 

Das Verfahren soli anhand der Sequenzanalyse eines Hexap^tides dargelegt wenlen. Stell- 
vertretend fOr bioiogisch aktive Peptide die fai KdrperflQssigkeiten in grosser VerdOnnung 
vorkommen, wird ein Idsliches Peptid mit der Aminosfluresequenz NH2-Leu-Trp-Met*Arg- 
Phe*Ala-COOH in das Verfahren eingesetzt. Photokupplung des Peptides an Diazirin-deri- 
vierte Glasfaserfilter und anschliessende Sequenzanalyse nach Edmann werden beschrieben. 

Herstellung von photoaktivierbaren Glasfaserfiltem 

Glasfaserfilter (z.B, GF/C, Flrma Whatman) werden mit wasserfreier Trifluoressigsfiure wfih- 
rend 1 Stunde bei Raumtemperatur aktiviert und mit 3-(TriaethoxysiIyl)-propylamin umge- 
setzt. Nach Auswascben des ReagensOberschusses wird die Glasfasermembran bei SO'^C (1 
Stunde) behandelt. Der Grad der Belegung mit Aminofunktionen wird analytisch bestimmu 
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Im Mittel werd n 10 bis 15 nMol Axninofunkttonen pro mg GUsfaserfilter aachgewiesen. Die 
chemische Kopplung von 3*(Trifluoromethyl)-3-(in*isothioc7anophen7i)diazirin an aminopropy- 
liertes Glas erfolgt mit einem 10-facfaen Ueberschuss an Vemetzer. (Zur Herstellung von 
Arylazldglas wird in analoger Weise das aminopropylierte Trftgennaterial mit 4- 
Azidophenylisothiof^anat timgesetzt). Die Reaktion wlrd bei 40''C in Cyclohexan dtirchge- 
fObrt und ist nach 90 Minuten beendet. Die derivierten Glasfaserf titer werden anschliessend 
durch Filtration mit oi-ganischen Lftsungsmitteln gewasclien. 

Photokupplung des Peptides 

Zur Photokupplung wird das Peptid (500 pmol, geldst in 15 /d Wasser) auf den photoakti- 
vierbaren Glasfaserf liter aufgetropft, mit Argon umspQlt und w&hrend 16 Minuten mit gefil- 
tertem Llcht einer Quecksilberdampflampe (HBO 350, Osram, 200 Watt Aiisgangsleistung) 
bestrahlt. Die gewahlte Filterkombination (WG 320 Langpassfilter, Firma Schott; 1 cm 
gesdttigte Kupfersulfatldsung) bewirkt, dass Lidit der WellenlSnge unter 320 nm wirksam 
absorbiert wird. Nach der Photokupplung wird der ntiit dem P^tid belegte Glasfaserf liter 
mit Lfisungsmitteln unterschiedlicher Polarit§t gewaschen (NaCl, 1 M; Wasser; Ethanol; 
Chloroform; Toluol). 

Sequenzanalyse des, durch Photoaktivierung gekoppelten Peptides 

Zur Sequenzanalyse elgnet sich das Gasphasen-Seguenzverfahren. Die Kopplungseffizienz, 
gemessen an der Ausbeute der N-terminaien Aminosdure betragt 10%. Aus KontroUversu- 
chen, die mit photoaktivierbaren Glasfaserf litem und Hexapeptld, jedoch ohne Lichtaktivie- 
rung durchgeffihrt werden, kann keine Sequenzinformation abgeleitet werden. 
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PATENTANSPROCHE 

1. Verfahren zur lichtinduzierten Immobllisierung von BiomoIekQlen (z.B. Eiweiss-stoffen, 
Nukleins§uren, Kohlehydraten, Lipiden) zum Zweck einer anal3rtischen, diagnostischen, 
medizinischen und/oder gewerblichen Verwezidung dadurch gekennzeichnet, das8 Bio- 
molekaie, in monomolekailaren Scbichten auf photoaktivierbare Trdgermaterialien durch 
Einstrahlen von Licht oder Applikation elektrisdier Energie kovalent gebunden werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeidmety dass Eiwei8sniolekQle» Koble* 
hydrate Oder Nukleinsfiiiren zum Zweck der chemischen Analyse und/oder Strukcurauf- 
kldrung auf photoaktivierbare Trdgennaterialien kovalent gebunden werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass immunologiscb aktive Mole- 
kOle (z.B. Antigene, AntikOrper, Haptene) unter Erbaltung der biologiscfaen Aktivlt&t 
auf photoaktivierbare Trdgennaterialien kovalent gebunden werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 3 dadurch gekennzeichnet, dass biologisch aktive Mole- 
kule, insbesondere Enzyme, Rezeptoren, immunologiscb aktive MolekQle zum Zweck der 
Herstellung von Biosensoren photochemisch oder durch Applikation elektrischer Enger- 
gie immobilisiert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch I dadurch gekennzeichnet, dass EiweissmolekOle, Lipide 
und/oder Kohlehydrate zwecks Vermeidung der Abstossung kdrperf remder Substanzen 
photochemisch auf Oberfltehen von Implantaten kovalent gebunden werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass BiomolekOle, insbesondere 
EiweissmolekiUe oder Telle davon, zum Zweck der Herstellung von molekularen Schalt- 
elementen photochemisch oder durch Applikation elektrischer Energie immobilisiert 
werden. 
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